































































































































































































































































































































































































































































Imp α with peptides corresponding to NLSs, 28 and similar studies on yeast Imp α , 29
explain the puzzle. The two clusters of basic residues in bipartite NLSs bind to two
distinct regions on the surface of Imp α , using electrostatic, polar and hydrophobic
interactions, while the linker sequence between the two clusters makes fewer favorable
contacts and therefore does not need to be highly conserved. We determined the
structures of complexes of Imp α with peptides corresponding to several different
bipartite NLSs and find that the linker sequence can form a diverse set of interactions,
depending on its sequence and length (unpublished results). The basic cluster in
monopartite NLSs can interact with either binding region used by the bipartite NLS, but
the one used by the C­terminal basic cluster of the bipartite NLSs is the high affinity site.
The binding strategy used is extremely elegant, and explains the 'promiscuous
specificity' of NLS binding; individual side chain­binding pockets can often
accommodate either a lysine or arginine residue, determining the specificity of binding,
but a significant part of the interaction is contributed by the main chain of the peptide. 28
Phosphorylation in the vicinity of NLSs provides another opportunity for the
regulation of nuclear import. 30One system under complex phosphorylation control is the
simian virus 40 large T­antigen (T­Ag); phosphorylation N­terminal to the NLS
increases the efficiency of nuclear import. We determined the structures of the
complexes of Imp α with the phosphorylated and un­phosphorylated peptides
corresponding to the relevant region of T­Ag, revealing that Imp β may play a role in the
importin complex discriminating between the two forms of the peptide (unpublished
results).
A rich source of insight into protein­protein interactions is provided by the family
of protein kinases. Protein kinases are the enzymes responsible for protein
phosphorylation, the most abundant type of cellular regulation. Phosphorylation affects
essentially every cellular process including metabolism, growth, differentiation, motility,
membrane transport, learning and memory, and defects in protein kinase function result
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in a variety of diseases. Protein kinases are a major target for drug design. To ensure
signaling fidelity, kinases must be sufficiently specific and act only on a defined subset
of cellular targets. Defining a substrate for a protein kinase defines its role in a particular
cellular process. However, experimental approaches for determining specificity and
particularly identifying in vivo substrates are laborious and expensive.
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We reasoned that we can take advantage of quite extensive structural information
on protein kinases to develop computational methods that predict substrate specificities
of uncharacterized kinases. All protein kinases show a common fold, consisting of two
lobes hinged through a short linker region. The active site is located in the cleft between
the lobes. Although different enzymes in different states of activation show quite diverse
conformations, the active forms of all protein kinase structures show a comparable
'closed' conformation, suggesting that any structural inferences can be extrapolated to
the entire family.
Based on an analysis of the crystal structures of peptide complexes of protein
Ser/Thr kinases, 31­33we identified twenty enzyme residues ('determinants') that contact
the side chains of the residues surrounding the phosphorylation site (only substrate
positions (­3), (­2), (­1), (+1), (+2) and (+3) were considered). Using molecular
modeling and sequence analysis of kinases and substrates, we extracted a set of rules that
guide the specificity of binding to these positions. We implemented these rules in a web­
interfaced computer program PREDIKIN that performs an automated prediction of
optimal substrate peptides, using only the amino acid sequence of the protein kinase as
input. 34
PREDIKIN accepts a protein kinase sequence and outputs predictions of possible
heptapeptide substrate sequences. First, it locates a characteristic conserved kinase motif
and extracts the kinase catalytic domain from the protein sequence provided. Next, it
locates other (semi)conserved kinase motifs, and based on the proximity to these motifs
locates the determinant residues. It then applies the specificity rules and predicts an
optimal heptapeptide sequence. To run the program, the user inputs the kinase type and
sequence into a form in the browser window. Output consists of the locations of key
kinase motifs, the type of kinase, a list of the determinant residues, a list of possible
substrate heptapeptide sequences, and commentary text. Substrate data is passed to
another window (automatically opened via a link) which contains substrate sequence
data formatted for protein database searching. The program is available on
http://www.biosci.uq.edu.au/kinsub/home.htm and is functional within Internet
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Explorer 5.
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Figure 5. Schematic diagram of signaling connections linked to DNA damage checkpoints in S.
cerevisiae . Grey boxes, protein kinases; solid and dashed connections, known and predicted
phosphorylations, respectively; circles: predicted sites in known substrates; thick open arrows,
general connections between processes. The joined boxes represent complexes. For the protein
kinases analyzed (bold and underlined), all known interactions shown were also successfully
predicted using PREDIKIN.
PREDIKIN attempts to predict the optimal phosphorylation sequences, analogous
to those generated by an oriented peptide library experiment. 35 The predictions agree
well with the peptide library results. 34 However, in vivo substrates do not necessarily
contain the optimal motif. In the cell, the specificity does not depend only on the
molecular recognition of a protein kinase for a certain peptide sequence, but is affected
by other cellular mechanisms, particularly specific localization. For these reasons,
PREDIKIN predictions must be treated prudently and integrated with other available
information such as cellular localization, functional information and structural
information for substrate proteins, and used with filtering tools such as dual motif
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searches. 36Vendar pa uporaba PREDIKIN napovedal motive za iskanje proteinskih podatkovnih baz
opredeliti substrati kaže primerljive statistične podatke o uporabi experimentally­
Določene motivi (na osnovi poskusov peptid knjižnic). Poleg tega je natančnost
primerljiva s sekundarne strukture napovedi, kot tudi sistematično velikega obsega
eksperimentalne metode. 37
Raziskati uporabnost metode smo uporabili PREDIKIN analizirati signalizacijo
poti v več celičnih procesov v kvasa. Primer poškodbe DNA
checkpoint pot kaže, da lahko PREDIKIN prepoznajo fosforilacijo mest za
podlage z nepreslikana mestih, in veliko možnih fosforilacijskih dogodkov v širšem evropskem prostoru
poti in med proteini znano, da medsebojno (slika 5). Rezultati kažejo, da
PREDIKIN je zelo uporabno orodje za hitro, v silicij gradnjo signalizacijo
poti in identifikacija terapevtskih ciljev. Poleg tega naši rezultati kažejo,
potencial, ki podobno metodologijo, se razširi na druge proteine, ki priznavajo
kratke motivi amino kislin, kot modularnih prenos signalov domen (SH2, FHA).
Sklepne pripombe
Strukturna biologija v novem tisočletju se ne ukvarja le z molekularno
Funkcija proteinov, ampak poskusi postaviti molekularno funkcijo v okviru
celična funkcija. Projekti v našem laboratoriju poskusu vzpostavitve to povezavo z
povezovanje strukturnih informacij s celične biologije s pomočjo številnih komplementarna
tehnike. Ta prizadevanja je najbolje prikazano v primerih (i) "ciljni strukturni
pristop genomika ', kjer je študij mikromrež zagotoviti informacije o celični
funkcijske in strukturne študije zagotavljajo podatke o molekularni funkciji, in (ii)
pristop se uporablja za napovedovanje protein kinaz substratov, kjer je konstrukcijski podatki
uporabljajo neposredno za lažjo napovedi celičnih funkcij. Razumevanje vloge
vsak beljakovin v proteoma zahteva integracijo podatkov, ki jih različne
pristopi.
Zahvale
Zahvaljujem se vsem, ki so prispevali k delu pregledati, zlasti Bob
Breinl, Ross Brinkworth, Bruno Catimel, Marcos Fontes, Jorg Heierhorst, James Horne,
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David Hume, David Jans, Ian Jennings, Bruce Kemp, Pawel Listwan, Jenny Martin in
Trazel Teh. Avtor je NHMRC višji znanstveni sodelavec.
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Povzetek
Novi Tehnični Dosežki v Uspeh dolocanja sekvenc genomov tako vzbudili november Pristop k
znanstvenem raziskovanju na vsakem podrocju biokemije v molecularne bniologije,
vkljucno z strukturno biologijo. Eden najpomembnejsih dosezkov v zadnjem casu JE rojstvo
"strukturne genomike", svetovne iniciativa, Ki namerava dolociti tridimenzionalne STRUKTURE
vseh reprezentativnih proteinov. Strukturna biologija se lahko nadeja zivahne prihodnosti,
Ki se NE Bo ustavila s strukturno genomiko; ce hocemo razumeti, Kako deluje proteom v
uporabiti podatke v terapeutske namene, se Bodo morale istocasno nadaljevati Raziskave
interakcij MED proteini v makromolekulskih kompleksov, mehanizmov v regulacije funkcij
makromolekul v STRUKTURE membranskih proteinov, v strukturne Metode razvoja zdravil
Uspešni pristopi Bodo zdruzili Široko­obsezne pristope Visoke zmogljivosti, razvite zaradi
strukturne genomike, z bolj tradicionalnimi pristopi, Ki temeljijo na specificnih hipotezah,
podprte s povezujocimi orodji bioinformatike.
Omejeni Viri denarnih sredstev, v omejene priloznosti sodelovanja proti velikih konzorcijih, proti
dezeli s stevilom prebivalstva Avstralije, zahteva ustvarjalne pristope k problemom
strukturne biologije. Moj članek opisuje nekatere pristope podusti raziskovalne Starostne Kot
naprimer 'osredotoceno "strukturno genomiko prilagojeno manjsim raziskovalnim timom, v
Raziskave interakcij MED proteini (opisane na primerih transporta v celicno jedro, v
proteinskih kinaz) v regulacije proteinov (opisane na primerih transporta v celicno jedro, v
hidroksilaze fenilalanina).
